Lipocalin 2 functions as a negative regulator of red blood cell production in an autocrine fashion by 三原田 賢一
Lipocalin 2 functions as a negative regulator




Previously presented in The FASEB journal
express article 10.1096/fj.05-3809fje,
published online September 12, 2005
Thesis (Ph. D. in Medical
Sciences)--University of Tsukuba, (A), no.
4404, 2007.3.23


















学 位 の 種 類 博　　士（医　　学）
学 位 記 番 号 博　甲　第　4404　号
学位授与年月日 平成 9 年 3 月 23 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第  項該当
審 査 研 究 科 人間総合科学研究科
学 位 論 文 題 目 Lipocalin 2 functions as a negative regulator of red blood cell 
production in an autocrine fashion
（血液細胞によって分泌される Lipocalin2 は赤血球産生の抑制因子として機
能する）
主　査 筑波大学教授 　医学博士   二　宮　治　彦
副　査 筑波大学教授 　博士（医学）   山　縣　邦　弘
副　査 筑波大学助教授 　博士（医学）   渋　谷　和　子







（Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin）として知られていた小型分泌タンパク質であり，好中球の分
化マーカーとして利用されてきたが，その機能に関しては不明であった。200 年に，IL-3 依存性細胞から








た。Lipocalin2 の発現を調べるため，特異的 primer による RT-PCR，及び特異的モノクローナル抗体を用
いた western blotting を行った。in vitro における解析のために，FLAG タグを C 末端に付加したリコン
ビナントタンパク質を作製するためのコンストラクト（pCAGGS-［mLipocalin2-FLAG］）を構築した。，
293T 細胞にコンストラクトをトランスフェクションし，回収した培養上清から FLAG タグを用いてアフィ





FLAG 抗体を用いて細胞を染色し，FACS を用いて解析及び分離を行った。アポトーシスの解析は FACS
による Annexin Vassay，培養後細胞の溶液化による caspase3/7 強度の測定により行った。さらに in vivo
における機能解析のため，PHZ を腹腔内投与して急性貧血を誘導した C57BL/6N マウスにリコンビナント
Lipocalin2 を投与し，後日血球測定器により血算を行った。
（結果）
　マウス骨髄細胞における Lipocalin2 の発現を RT-PCR により調べたところ，NGAL の存在から予測され
た好中球以外に，赤血球系細胞でも豊富な発現が認められた。培養上清に対する Western blotting の結果，
これらの細胞は Lipocalin2 を分泌していることがタンパク質レベルで示された。次に骨髄由来細胞を用いて
リコンビナント Lipocalin2 の機能を検討したところ，Gr-I 陽性（顆粒球・マクロファージ）細胞は生存率
の低下および培養皿の接着細胞低減を示したが，TER9 陽性（赤芽球系）細胞には有意な差を認めなかった。
そこで貧血誘導マウスの脾臓から細胞を採取し，より未分化な赤芽球（TER9 陰性 CD7 陽性細胞）を採
取し，影響を検討した。すると，経時的，濃度依存的に生細胞数の低下が認められた。Annexin V assay，
caspase3/7assay の結果，これらの細胞死はアポトーシスであることが示された。また成熟赤血球への分化
を誘導する培養系へ添加したところ，Lipocalin2 が TER9 陰性細胞から陽性細胞への分化をほぼ完全に
抑制することがわかった。一方で急性貧血マウスにおける Lipocalin2 の発現を RT-PCR にて調べたところ，
mRNA レベル，タンパク質レベルでともに一時的に顕著な低下が認められた。そこでマウスへの PHZ 投与
と同時に Lipocalin2 を系静脈投与したところ，赤血球数の回復に遅延が生じた。この急性貧血時の発現低下
が何によるものであるかを検討するため，髄外造血を起こしている脾臓から接着細胞を採取し，IL-3 の発























3 ．慢性炎症に伴う貧血，あるいは，悪性腫瘍に伴う貧血の発症に Lipocalin2 が関与しているのではないか
と考察しているが，今回の実験結果からそれを示唆することは困難である。
4 ．エリスロポエチン以外の赤芽球系の造血制御因子を検索し，Lipocalin2 に着目して研究を遂行してきた
精力的な研究姿勢と技術，その公表実績は十分に高く評価できる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
